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I (54) Title: METHOD AND DEVICE FOR PRODUCING BIOLOGICAL PROSTHESES 

I (54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR HERSTELLUNG BIOLOGISCHER PROTHHSHN 



I (57) Abstract: The invention relates to a method for coating biological implants with autologous cells of the recipient, according to 
! which the cell-free allogenic or xenogenic material foreign to the body is colonized in a speed-variable pulsating cell suspension flow 
close to the natural conditions in the respective organ or part of the organ. The resulting cell conditioning allows a complete, fast 
and safe coating with cells, the formation of which comes close to the natural conditions and guarantees a trouble-free functioning 
and a long life of the implant. The device for canying out the method comprises a bioreactor (2) integrated into a loop (1) and filled 
^ with the cell suspension in which the implant (8) is axially and centrally fixated in the direction of flow. The loop (1) is connected 
i( to a pump (3) that generates a pulsating flow of medium that flows through the implant (8). The inventive coating with autologous 
"I cells can also be applied to artificial prostheses. 
> 

" (57) Zusammenfassung: In einem Verfahren zur Beschichtung von biologischen Implantaten mit korpereignen Zellen des Emp- 

j fangers erfolgt die Besiedlung des zellfreien allogenen oder xenogenen Fremdmaterials in einem den naturlichen Verhaltnissen in 
. dem betreffenden Organ oder Organteil nahekommenden geschwindigkeitsvariablen pulsierenden Zellsuspensionsstrom. Die da- 
. durch bewirkte Zellkonditionierung gewahrleistet eine vollstandige, schnelle und sichere Zellbeschichtung, deren Ausbildung den 
J naturlichen Verhaltnissen nahe kommt und eine storungsfreie Funktion sowie eine lange Lebensdauer des Implantats sichert. die Vor- 

richtung zur Durchfiihrung des Verfahrens umfasst einen in eine Ringleitung (1) eingebundenen, mit der Zellsuspension gefiillten 
5 Bioreaktor (2), in dem das Implantat (8) in Stromungsrichtung axial und zentrisch fixiert ist. Die Ringleitung (1) ist an eine Pumpe 
► (3) zur Erzeugung eines durch das Implantat (8) fliessenden, pulsierenden Medienstroms angeschlossen. Die erfindungsgemasse 

Beschichtung mit korpereigenen Zellen kann auch bei kiinstlichen Prothesen durchgefiihrt werden. 
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Beschreibung 

Verfahren tmd Vorrichtiong zur Herstellung biologischer 
5 Pro the sen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
biologischen Prothesen, insbesondere von Substituten fur 
die Herz- und Gef afichirurgie, bei dem aus allogenem oder 

10 xenogenem Fremdmaterial durch Dezellularisierung eine 

Kollagen/Elastin-Matrix gewonnen, mit einem Kleber vorbe- 
handelt und anschlieSend mit korpereigenen Zellen des 
Empf angers beschichtet wird, sowie eine Vorrichtung zur 
Durchfiihrung des Verfahrens. Mit Bezug auf die Beschich- 

15 tung mit korpereigenen Zellen ist das Verfahren gleicher- 
maSen bei kunstlichen Implantaten anwendbar. 

Die Transplantation von Organen, Gefafien und Haut wird 
chirurgisch im allgemeinen gut beherrscht . Probleme 
20 bereitet jedoch die Bereitstellung geeigneter Transplan- 
tate, die moglichst gut einwachsen und lange haltbar sein 
sollen und im Korper des EmpfSngers moglichst noch mit- 
wachsen und sich regenerieren konnen. 

25 Ein wichtiger Bereich der Transplantationstechnik ist der 
Blutkreislauf und hier insbesondere das Herz mit seinem 
sensiblen, stark beanspruchten Klappensystem, dessen 
Funktion aus den unterschiedlichsten Grunden beeintrach- 
tigt sein kann. Bei einem bestimmten Schweregrad der 

30 Herzklappenerkrankung, das heifit, wenn eine medikamentose 
Behandlung keinen Erfolg verspricht, ist ein Herzklappen- 
ersatz erforderlich. Besonders bewahrt haben sich dabei 
unter den biologischen Herzklappen die sogenannten 
Homografts aus menschlichem Gewebe, die aber nur 

35 beschrankt zur Verfiigung stehen, und die geriistfreien 

Oder geriisteten Bioprothesen porcinen Ursprungs oder aus 
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Rinderperikardium gefertigte Prothesen, die eine ahnlich 
gilnstige Hamodynamik wie die Homografts aufweisen und 
zudem in jeder GroSe und Anzahl verfugbar sind. 

5 Aufgrund der erf orderlichen Konservierung enthalten diese 
Bioprothesen kein lebendes Gewebe und ein Zellwachstum 
ist praktisch nicht raoglich. Auch solche Herzklappen sind 
daher nicht regenerationsf ahig, nicht wachstumsf ahig und 
zudem einem allmahlichen VerschleiS unterworfen. AuSerdem 
10 werden diese Prothesen vom Immunsystem des Empf angerorga- 
nismus als „fremd" eingestuft und durch immunkompetente 
Zellen bekampf t . 

Zur Losung dieses Problems wird in der DE 198 28 276 be- 
15 reits ein Verfahren zur Herstellung bioartif izieller 
Transplantate beschrieben, bei dem eine zellfrei 
gemachte, aufgelockerte Kollagen-Matrix mit autologen 
Zellen des Transplantat -Empf angers oder genet isch veran- 
derten, fur den Empfanger vertraglichen Zellen besiedelt 
20 wurde. Bei diesem Verfahren bereitet jedoch die vollstan- 
dige und fiir einen storungsf reien Blutstrom iiber die 
Herzklappen und in den BlutgefaSen bzw. Umgehungsgef aSen 
notwendige, moglichst glatte, feste Beschichtung der Kol- 
lagen-Matrix mit korpereigenen Zellen des Empfangers 
25 Schwierigkeiten. Eine storungsf reie Punktion und eine 

lange Lebensdauer des Implantats ist daher nicht gewahr- 
leistet. 

Zur Beseitigung dieser Nachteile wurde bereits ein Ver- 
30 fahren nebst zugehoriger Vorrichtung vorgeschlagen, bei 
dem sich eine azellularisierte Bioprothese in einem um 
seine Langsachse und/oder seine Querachse drehbaren 
Behalter befindet, der mit einer korpereigene oder gene- 
tisch identische Zellen des Empfangers aufnehmenden Nahr- 
35 losung gefiillt ist. Durch schrittweises Drehen mit Sedi- 
mentationspausen oder durch kontinuierliche Rotation und 
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die dabei auf die Zellen wirkenden Zentrifugalkraf te soli 
eine f lachendeckende Beschichtung mit moglichst vielen 
• lebenden Zellen gewahrleistet werden. 

5 Mit den bekannten Verfahren bzw. den entsprechenden Vor- 
richtungen ist es jedoch noch nicht moglich, eine gleich- 
mafiige, ebenflachige und an die tatsachlichen Verhalt- 
nisse im menschlichen Korper weitgehend angepaSte voll- 
standige Besiedlung der Kollagen-Matrix mit kSrpereigenen 
10 Zellen zu bewirken. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren der eingangs erwahnten Art zur Hers t el lung von 
biologischen, den natiirlichen Verhaltnissen hinsichtlich 

15 der Zellbeschichtung nahekommenden Prothesen, insbeson- 
dere von Herzklappen und BlutgefaSen, anzugeben, das die 
Haltbarkeit und die Funktionsf ahigkeit des betreffenden 
Implantats verbessert und die Lebensqualitat des Empfan- 
gers erhoht, sowie eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des 

20 Verfahrens zu entwickeln. 

Erf indungsgemaS wird die Aufgabe mit einem Verfahren 
gemalS den Merkmalen des Patentanspruches 1 und einer 
durch die Merkmale des Patentanspruches 8 gekennzeichne- 
25 ten Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens gelost. 

Ausgehend von den bekannten Losungen zur Herstellung von 
biologischen Prothesen, wonach ein azellularisiertes 
allogenes oder xenogenes Ausgangsprodukt , beispielsweise 

30 die Kollagen/Elastin-Matrix einer Aortenklappe vom 

Schwein, durch Drehen in einer aus Zellen des Empfangers 
der Prothese gebildeten Zellsuspension mit korpereigenen 
Zellen besiedelt wird, besteht der Grundgedanke der 
Erfindung darin, daS die Beschichtung der Matrix in einem 

35 an die natiirlichen Stromungsbedingungen in den betreffen- 
den Organen, Organteilen oder Gefafien angenaherten Zell- 
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suspensionsstrom erf olgt . Durch eine solche dynamische 
Beschichtung lernen die auf zutragenden Zellen bereits in 
der Beschichtungs- und ersten Wachstutnsphase, sich an die 
natiirlichen Zustande wahrend der spateren Funktion des 
5 Organ (teils) , z.B. Stromungsbedingungen und Wandbewegun- 
gen oder -dehnungen, bezuglich ihrer Anordnung, Form und 
Haftung anzupassen, so daS eine vollstandige, allseitige 
und schnelle sowie sicher wachsende Besiedlung erreicht 
werden kann und die neue korpereigene Zellschicht in den 
10 spater blutdurchstromten Bereichen widerstands- und rei- 
bungsarme Stromungsbedingungen schafft. Tatsachlich ist 
das Verfahren durch drei Besiedlungsschritte gekennzeich- 
net : 



Verteilen der Zellen auf dem in einem die 
Zellsuspension enthaltenden Bioreaktor zentrisch fi- 
xierten azellularen und mit Kleber behandelten 
Implantat durch Drehen des Bioreaktors mit anschlie- 
fiender Sedimentationsphase; 

Uberstromen der Implantat flachen mit einem den 
natiirlichen Verbal tnissen in dem betreffenden Organ- 
teil weitestgehend nachempfundenen Zellsuspensions- 
strom zur Konditionierung und weiteren Anlagerung 
der Zellen; und 



3 . Erholen und Wachsen der konditionierten Zellen in 

einer an die Uberstromungsphase anschlieSenden Ruhe- 
phase . 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung kann die Kondi- 
tionierungs- und Ruhephase mit jeweils gegeniiber der vor- 
hergehenden Phase erhohter Stromungsgeschwindigkeit in 
zwei Oder mehreren Teilschritten durchgefuhrt werden. 



35 
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Die erf indungsgemaSe Vorrichtung zur Durchfiihrung des 
Verfahrens umfaSt einen separat handhabbaren, in Langs - 
und Querrichtung von Hand oder motorisch drehbaren Biore- 
aktor, der mit der Zellsuspension gefiillt wird und in dem 
5 das zu beschichtende Implantat axial zur Durchstromungs- 
richtung straff fixiert wird. Fur den Durchstromungs- 
oder Zellkonditionierungsvorgang ist der Bioreaktor in 
eine Ringleitung eingebunden, die zur Erzeugung eines 
pulsierenden, in der Geschwindigkeit veranderlichen Fliis- 
10 sigkeitsstromes an eine Membranpumpe angeschlossen ist. 

Aus den Unteranspruchen und der nachf olgenden Beschrei- 
bung eines Ausfuhrungsbeispieles ergeben sich weitere 
Merkmale und vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung. 

15 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren und der entsprechen- 
den Vorrichtung ist es moglich, mit korpereigenen Zellen 
beschichtete Implantat e aus xenogenem oder allogenem oder 
kiinstlichem Fremdmaterial herzustellen, die uber die 
20 bekannten Vorteile der Vearwendung korpereigener Zellen 

hinaus auch in ihrer dynamischen Wirkung den natiirlichen 
Verhaltnissen weitestgehend entsprechen, eine lange 
Lebensdauer aufweisen sowie einen hohen Lebenskomfort 
gewahr 1 e i s t en . 

25 

Ein Ausfuhinngsbeispiel der Erfindung wird fur die Her- 
stellung einer geriistfreien Aortenklappe anhand der 
Zeichnung naher erlautert. Es zeigen: 

30 Fig. 1 eine schematische Ansicht einer erfin- 

dungsgemaSen Vorrichtung zur Beschichtung 
einer azellularisierten porcinen Aorten- 
klappe in einem Stromungskreislauf aus 
einer mit korpereigenen Endothelzellen 

35 des vorgesehenen Empfangers versetzten 

Nahrlosung; und 
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Pig. 2 eine Schnittansicht eines in den Stro- 

mungskreislauf eingebundenen Bioreaktors, 
in dem die zu beschichtende Aortenklappe 
5 fixiert ist. 



Zunachst werden aus dem Korper des kunftigen Empfangers 
der Bioprothese von einer Gef aSinnenhaut venose oder ar- 
terielle, das heiSt, besonders glatte Endothelzellen in 

10 einem Durchstromungsverf ahren mit Collagenase P 1.0 %ig 
gewoimen und mit ublichen Verfahren in einem Inkubator 
bei 37°C, 98 % Luf tfeuchtigkeit und einem COa-Gehalt von 
5 % in einem Zuchtmedium aus DMEM, 20 % Serum, bFGF, 
Antibiotika, L-Glutamin und HEPES-Puffer geziichtet, so 

15 daS schlieKlich eine Zellsuspension mit mindestens 8 
Millionen korpereigenen Zellen zur Verfiigung steht. 

Parallel zur Ziichtung der Zellen wird eine geeignete Aor- 
tenklappe menschlichen oder tierischen Ursprungs, hier 

20 eine Aortenklappe vom Schwein, von der uberschussiges 
Gewebe entfernt und die auf eine bestimmte Lange zuge- 
schnitten wurde, in Desoxycholsaure azellularisiert und 
anschlieSend mit physiologischer Kochsalzlosung oder 
einer Phosphatpuf f erlosung solange behandelt, bis die 

25 Desoxycholsaure restlos entfernt ist. Die so gewonnene 
Kollagen/Elastin-Matrix der ursprunglich eingesetzten 
porcinen Aortenklappe wird mit einem natiirlichen Kleb- 
stoff, hier Pronectin + L-Laminin, bei 37°C behandelt, um 
bei der Besiedlung der Matrix mit korpereigenen Zellen 

30 deren Adhasion an der Matrixoberf lache zu erhohen. 



Die erf indungsgemaEe Vorrichtung zur Besiedlung mit 
korpereigenen Zellen ist in den Figuren 1 und 2 
dargestellt und umfafit eine Ringleitung 1, in die ein die 
35 zu behandelnde Aortenklappe 3 aufnehmender Bioreaktor 2, 
eine Membranpumpe 3 und eine dem Bioreaktor 2 unmittelbar 
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nachgeschaltete Ausgleichskatnmer 4 eingebunden sind. Die 
Membranpumpe 3 ist in bekannter Weise als eine Blutpumpe 
ausgebildet, wie sie auch hilfsweise beam Menschen zur 
Erzeugung eines dem naturlichen Blutstrom nachempfun- 
5 denen, mechanisch erzeugten Blutstroms eingesetzt wird. 
Die Membranpumpe 3 ist iiber eine Schlauchleitung 5 an 
eine Antriebseinheit (nicht dargestellt) angeschlossen. 
In die beiden Anschliisse der Membranpumpe 3 an die 
Ringleitung 1 sind ein AuslaSventil 6 und ein EinlaS- 
10 ventil 7, deren Funktion etwa der einer Herzklappe 
entspricht, integriert. Auf das Auslafiventil 6 kann 
jedoch bei der Beschichtung von Herzklappen, wie unten 
erlautert, auch verzichtet werden. 

15 Das Kernstiick der Vorrichtung ist der Bioreaktor 2 zur 

Herstellung bzw. Behandlung einer Bioprothese, hier einer 
porcinen Aortenklappe 8 . Der Bioreaktor 2 besteht aus 
einem transparenten Hohlzylinder 9 aus Piacryl mit an den 
offenen Stirnseiten zentrisch und abdichtend fixierten 

20 Einsatzstucken 10 und 11 aus Teflon, die iiber 

AnschluSstutzen 12, 13 mit der Ringleitung 1 verbunden 
sind und jeweils einen in den Hohlzylinder 9 ragenden 
Befestigungsabschnitt 14, 15 mit radial am Umfang ange- 
ordneten Bef estiguhgslochern 16, 17 zum straffen Halten 

25 der Aortenklappe 8 unter Spannung an deren stirnseitigen 
Randern aufweisen. Der AuSendurchmesser der beiden 
Bef estigungsabschnitte 14, 15 der Einsatzstucke 10, 11 
entspricht etwa dem Durchmesser der Aortenklappe 8. Das 
in Stromungsrichtung hintere Einsatzstuck 11 ist iiber 

30 einen Bundsteg 18 und eine erste Dichtung 27 an der 

Innenseite eines mit dem Hohlzylinder 9 verbundenen Ring- 
steges 20 verspannbar, und zwar mit Hilfe eines Schraub- 
ringes 21, dessen Innengewinde in ein AuSengewinde am 
Einsatzstiick 11 eingreift. Das Einsatzstiick 10 weist 

35 einen Bund 22 auf, der an der Stirnflache des Hohlzylin- 
ders 9 zur Anlage kommt und mit dieser unter Verwendung 
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einer Schraubkappe 23 mit Innengewinde , das in ein AuSen- 
gewinde am Hohlzylinder 9 eingreift, verspannbar ist. Zur 
f liissigkeitsdichten Befestigung ist eine zweite Dichtung 
19 vorgesehen. Das dem Bioreaktor nachgeschaltete 
5 Schlauchstiick der Ringleitung 1 besteht aus flexiblem 

Material (Silikon) , so dafi die Durchstromung aufgrund der 
pulsierenden Pumpwirkung gewahrleistet ist. Samtliche 
Teile der Vorrichtung, die mit dem Zellmaterial wahrend 
der Beschichtung in Beruhrung kommen, bestehen aus biolo- 
10 gisch abstolSendera Material, an dem die Zellen nicht haf- 
ten konnen. 

Aufgrund der zuvor beschriebenen Ausbildung und Anordnung 
der Einsatzstiicke 10, 11 kann aufierhalb des Hohlzylinders 

15 9 eine entsprechend vorbereitete, das heiSt, dezellulari- 
sierte, mit dem natiirlichen Kleber Pronectin + L-Laminin 
behandelte und zugeschnittene Aortenklappe 8 an den 
gegeniiberliegenden Bef estigungsabschnitten 14, 15 der 
Einsatzstucke 10, 11 angenaht werden. In dieser Form wird 

20 die Aortenklappe 8 in den Hohlzylinder 9 eingebracht, und 
zwar so, daS die Stromungsrichtung in der Vorrichtung mit 
der natiirlichen Stromungsrichtung durch das Implantat im 
menschlichen Korper iibereinstimmt , Aufgrund dessen, daS 
mit dem AuslaSventil 6 und der Aortenklappe 8 zwei quasi 

25 gleichartige Ventile hintereinander geschaltet sind, 

konnte in diesem Fall auf das AuslaSventil 6 der Membran- 
pumpe 3 verzichtet werden. Wenn aber BlutgefaSe in der 
gleichen Weise mit Korperzellen beschichtet werden, ist 
das Auslafiventil 6 in der Membranpumpe 3 weiterhin erfor- 

30 derlich. 



Fur die Besiedelung der Aortenklappe liege^ aus der oben 
beschriebenen Zellziichtung die als lebensfahig nachgewie- 
senen Endothel- Zellen in einer Anzahl von mindestens 8 
35 Millionen in dem auch bei der Zellziichtung verwendeten 
Medium vor, das zu 20 % aus Serum des Empf angers, den 
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handel sub lichen Zellwachstumsmitteln DMEM und bFGF sowie 
Antibiotika, L-Glutamin und gegebenenf alls einem HEPES- 
Puffer besteht. Diese Zell suspension wird iiber einen der 
von der Ringleitung 1 gelosten AnschluSstutzen 12, 13 
5 Oder ein Fiill- und AblaSventil 24, 25 in den Bioreaktor 2 
gefiillt. Nach dem Schliefien des von der Ringleitung 1 
gelosten Bioreaktors 2 an den AnschluSstutzen 12, 13 mit 
Stopfen Oder Abdeckkappen (nicht dargestellt) wird als 
erster Besiedlungsschritt durch wiederholtes Drehen des 

10 in einer Drehvorrichtung (nicht dargestellt) gehaltenen 
Bioreaktors 2 sowohl urn seine Langsachse als auch um 
seine Querachse und dazwischenliegende Absetzphasen eine 
Verteilung der Endothelzellen auf den Flachen der Aorten- 
klappe 8, und zwar sowohl unter der Wirkung der Schwer- 

15 kraft als auch von Zentrifugalkraf ten, vorgenoramen. Das 
Drehen kann vorzugsweise auch manuell unter gleichzeiti- 
ger visueller Beobachtung durchgefuhrt werden. Bei an den 
Bioreaktor 2 angeschlossener Ringleitung 1 erfolgt 
anschlielSend ein erster Zellkonditionierungsschritt , 

20 indem iiber die Membranpumpe 3 ein pulsierender Zellsus- 
pensions Strom mit einer FlieSgeschwindigkeit von 1 1/min 
in Richtung des Pfeils erzeugt wird. Die Stromungsrich- 
tung der Zellsuspension entspricht der Stromungsrichtung 
des Blutes in implantiertem Zustand der Bioprothese. Bei 

25 der impulsartigen Stromung der Zellsuspension liber die 

Innenflachen (Stromungsf lachen) der Aortenklappe 8 werden 
bei zunachst geringer Stromungsgeschwindigkeit allraahlich 
die Endothelzellen durch den standig wiederholten Stro- 
mungsreiz in ihrer Form und Ausrichtung an die Stromungs- 

30 richtung und -kraft e sowie die Bewegungen der Implantat- 
wande angepafit, d.h. die Zellen werden konditioniert und 
lernen, sich so auszubilden und anzuordnen, daS in der 
Wachstumsphase eine glatte, der Stromung einen moglichst 
geringen Widerstand entgegensetzende einschichtige Endo- 

35 thelzellenf lache entsteht. Das heiSt, in der sich an den 
ersten Zellkonditionierungsschritt anschlieSenden Ruhe- 
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phase, die mit einem diskontinuierlichen Drehen des Bio- 
reaktors 2 verbunden sein kann, haben die Endothelzellen 
Gelegenheit, in der durch die zuvor eingegebene Stro- 
mungsreize erlernten Form und Richtung an der Kollagen- 
5 Matrix zu wachsen. Beim Durchstromen gegebenenf alls abge- 
loste Zellen werden in dieser Phase wieder angesiedelt. 

In dem darauf folgenden zweiten Zellkonditionierungs- 
schritt mit einer Stromungsgeschwindigkeit von 2 1/min 
10 werden die Endothelzellen mit entsprechend starkeren 

Informationsreizen versorgt, um sich entsprechend diesen 
veranderten Stromungsbedingungen auszubilden und zu 
wachsen . 

15 Nach einer weiteren Ruhe- und Wachstumsphase (Zwischenin- 
kubation) ohne Stromungsbewegung der Zellsuspension, 
jedoch wahlweise bei einer Drehbewegung des Bioreaktors 
2, folgt ein dritter Zellkonditionierungsschritt mit 
einer FlieBgeschwindigkeit von 4 1/min, an den sich wie- 

20 der eine Nachinkubationsphase (Erholungs- und Wachstums- 
phase) anschlieSt . 

Der gesamte zuvor beschriebene Vorgang der Zellbeschich- 
tung in dem Bioreaktor 2 findet in einem Inkubator (nicht 

25 dargestellt) statt, in dem standig eine Temperatur von 
37°C herrscht und eine Luf tf euchtigkeit von 98 % sowie 
ein C02-Gehalt von 5 % auf rechterhalten werden. Der 
Zugang dieser Atmosphare bzw. der entsprechenden Medien 
zum Bioreaktor 2 wird iiber mindestens ein semipermeables 

30 Membranventil 26 realisiert, das von auSen gasdurchlassig 
ist, aber in umgekehrter Richtung nicht f liissigkeits- 
durchlassig ist. Die Membranventile 26 konnen an einer 
geeigneten Stelle des Bioreaktors 2, z.B. in den Einsatz- 
stucken 10, 11 oder auch in der Ringleitung 1 angeordnet 

35 sein. 
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Im Ergebnis dieses Prozesses der allmahlichen Besiedlung 
und Ausbildung der Endothelzellen bei sich stufenweise 
erhohender und dabei schonend und mit Lernfunktion auf 
die Zellen wirkender pulsierender Stromungsgeschwindig- 
5 keit mit zwischen- und nachgeschalteten Erholungs- und 

Wachstumsphasen wird unter physiologischen, den Funktio- 
nen des menschlichen Herzens entsprechenden FlieSbedin- 
gungen auf der mit einer Submatrix aus Fibronectin verse- 
henen Kollagen-Matrix der Bioprothese (Aortenklappe 8) 

10 eine geschlossene, einschichtige Endothelf lache aus kor- 
pereigenen Zellen gebildet, die der Endothelschicht an 
den GefaS- und Klappenwanden des Prothesen-Empf angers 
hinsichtlich Form, Gr66e und Ansiedlung der Zellen sowie 
Starke und Ebenf lachigkeit der Zellschicht weitestgehend 

15 entspricht. 

Es werden somit Implantate fur die Herz- und GefaSchirur- 
gie bereitgestellt , deren Anwendung nicht mit der Gefahr 
von Immunreaktionen und viralen Infektionen verbunden 

20 ist. Von wesentlicher Bedeutung gegeniiber dem nachstlie- 
genden Stand der Technik ist hier die Tatsache, da6 die 
auf das Implantat aufgebrachte Zellschicht weitestgehend 
annahernd den physiologischen Vorgangen im menschlichen 
Organismus, hier der spezifischen Dynamik im Bereich des 

25 Herzens und der Gefafie, ausgebildet ist. Die mit dem er- 
f indungsgemaSen Verfahren und der entsprechenden Vorrich- 
tung erreichte Ausbildung der Endothelzellenschicht 
gewahrleistet im implantierten Zustand der Bioprothese 
mit den naturlichen Verbal tnissen ubereinstimmende Stro- 

30 mungsverhaltnisse, so daS die VerschleiSerscheinungen 

deutlich minimiert und damit die Lebensdauer des Implan- 
tat s erhoht werden kann. 

Die Erfindung ist nicht auf das zuvor beschriebene Aus- 
35 fiihrungsbei spiel beschrankt . Vielmehr sind im Schutzbe- 
reich der Patentanspruche vielfaltige Modif ikationen des 
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Verfahrens und der Vorrichtung denk±)ar. Anstelle der bei- 
spielhaft behandelten porcinen Aortenklappe konnen auch 
Pulmonal- oder Mitralklappen oder GefaSe, und zwar allge- 
mein aus allogenem, xenogenem oder kiinstlichem Ausgangs- 
5 material, in der beschriebenen Weise hergestellt warden. 
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Bezugs zei chenl iste 



I Ringleitung 
5 2 Bioreaktor 

3 Membranpumpe 

4 Ausgleichskatnmer 

5 Schlauchleitung (fiir 3) 

6 AuslalSventil 
10 7 EinlaSventil 

8 Aortenklappe (Bioprothese) 

9 Hohl zyl inder 

10 erstes Einsatzstiick {in Stromungsrichtung vorn) 

II zweites Einsatzstvick (in Stromungsrichtung 
15 hint en) 

12 AnschluSstutzen 

13 AnschluSstutzen 

14 Befestigungsabschnitt 

15 Befestigungsabschnitt 
20 16 Befestigungsl6cher 

17 Befestigungsl6cher 

18 Bunds teg von 11 

19 erste Dichtung 

20 Ringsteg von 9 
25 21 Schraubring 

22 Bund von 10 

23 Schraubklappe 

24 Full- und Ablafiventil 

25 Fiill- und Ablafiventil 
30 26 Membranventil 

27 Zweite Dichtung 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Herstellung von biologischen Prothesen, 
insbesondere von Implantaten fur die Herz- und GefaS- 
chirurgie, bei dem von einem allogenen oder xenogenen 
Fremdmaterial durch Entfernen der Zellen eine Kolla- 
gen/Elastin-Matrix hergestellt und mit einem Kleber 
vorbehandelt wird, und anschliefiend in einem Behalter 
mit vom jeweiligen Empf anger des Implantats gewonne- 
nen, in einer Zell suspension befindlichen Zellen be- 
siedelt wird, dadurch gekennzeichnet, daS die vorbe- 
handelte Kollagen/Elastin-Matrix des Implantats zur 
Konditionierung der Empfangerzellen in der natiirli- 
chen FlieiSrichtung von einem hinsichtlich Frequenz 
und Geschwindigkeit an die naturlichen Stromungsver- 
haltnisse im menschlichen Korper angepaEten pulsie- 
renden Zellsuspensionsstrom durchstromt wird, an den 
sich eine Zell-Erholungs- und Wachstumsphase 
anschlieSt . 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daft die Stromungsgeschwindigkeit des Zellsuspensions- 
stroms zwischen 0,5 1/min und 5 1/min liegt. 

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeich- 
net, dais zwei oder mehrere Durchstromungsphasen mit 
gegeniiber der vorhergehenden jeweils erhohter FlieS- 
geschwindigkeit durchgefuhrt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, daS der Zellkonditionierung ein erster Schritt 
zur Zellverteilung auf der Kollagen- Matrix durch Dre- 
hen des Behalters mit zwischen- und nachgeschalteten 
Ruhe- und Absetzphasen vorgeschaltet ist. 
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Zellverteilung und -konditio- 
nierung und das Zellwachstum bei 37 °C und bei 98 % 
Luftfeuchte sowie einem C02-Gehalt von 5 % durchge- 
fuhrt wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daE die Zellsuspension etwa 8 Millio- 
nen Zellen und einen Serumanteil des Empfangers von 
20 % enthalt sowie aus Zellwachstumsmitteln, Antibio- 
tika, L-Glutamin und einem Hepes-Puffer besteht. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daK als Ausgangsprodukt fiir die Zell- 
beschichtung eine kiinstliche Prothese eingesetzt 
wird. 

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach An- 
spruch 1, gekennzeichnet durch eine Ringleitung (1) 
mit an diese zur Erzeugung eines pulsierenden Fliis- 
sigkeitsstromes veranderlicher Geschwindigkeit ange- 
schlossener Membranpumpe (3) und einen in die Ring- 
leitung (1) losbar eingebundenen Bioreaktor (2) , in 
dem das zu behandelnde allogene oder xenogene Implan- 
tatmaterial (8) in Durchstromungsrichtung der Zell- 
suspension axial angeordnet und unter Vorspannung 
fixierbar ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Bioreaktor (2) aus einem Hohlzylinder (9) mit 
an dessen gegeniiberliegenden Stirnseiten losbar und 
abdichtend gehaltenen Einsatzstiicken (10, 11) gebil- 
det ist, wobei die Einsatzstiicke (10, 11) jeweils 
einen verschliefibaren oder an die Ringleitung (1) 
anschlielSbaren AnschulSstutzen (12, 13) sowie einen 
Befestigungsabschnitt (14, 15) zum beidseitigen zent- 
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rischen Fixieren der Bioprothese (8) im Hohlzylinder 
(9) aufweisen. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
5 daS die Befestigungsabschnitte {14, 15) kreisringfor- 

mig ausgebildet und mit am Umfang verteilten Befesti- 
gungslochern (16, 17) zum Annahen der zu beschichten- 
den Bioprothese (8) versehen sind. 

10 11. Vorrichtung nach Anspruch 9 und 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS ein Einsatzstiiok (10) von innen und das 
andere Einsatzstuck (11) von auSen mit einem Befesti- 
gungsmittel (21, 23) an dem Hohlzylinder (9) gehalten 
ist und beide Einsatzstucke (10, 11) in der gleichen 

15 Richtung in den Hohlzylinder (9) einfiihrbar bzw. aus 

diesem entnehmbar sind. 



12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Bef estigungsmittel als Schraubring (21) , des- 
20 sen Innengewinde mit einem am Einsatzstuck (10) vor- 

gesehenen AuSengewinde in Eingriff steht, bzw. als am 
Umfang des Hohlzylinders (9) verschraubbare Schraub- 
kappe (23) ausgefiihrt sind. 



25 13. Vorrichtung nach Anspruch 8 und 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daiS in die Ringleitung (1) Fiill- und AblaS- 
ventile (24, 25) zum Zufiihren der Zellsuspension in 
den Bioreaktor (2) fiir die Beschichtung der Kollagen- 
Matrix mit korpereigenen Zellen des Empf angers bzw. 

30 zum Abziehen des Mediums aus dem Bioreaktor (2) und 

der Ringleitung (1) eingebunden sind. 



14 . Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 13 , 

gekennzeichnet durch deren Anordnung in einem Inkuba- 
35 tor, wobei in dem Bioreaktor (2) und/oder der Ring- 

leitung (1) ein von auSen gasdurchlassiges und von 
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innen fiir Fliissigkeiten undurchlassiges semipermeab- 
les Membranventil (26) bzw. eine Membran zum Gasaus- 
tausch mit der Atmosphare im Inkubator vorgesehen 
ist. 

5 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 14,dadurch 
gekennzeichnet , dafi in Stromungsrichtung hinter dem 
Bioreaktor (2) in die Ringleitung (1) eine Aus- 
gleichskammer (4) zum Ausgleich der Druckspitzen des 
10 pulsierenden Flussigkeitsstroms eingebunden ist. 



16 . Vorrichtung nach Anspruch 8 , dadurch gekennzeichnet , 
daS die Pumpe (3) eine Meitibranpumpe ist und ein 
AuslaS- und ein EinlaSventil (6, 7) aufweist, wobei 
15 das AuslaSventil (6) bei der Herstellung von 

Herzklappenprothesen entf allt . 



17. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die mit den korpereigenen 
20 Zellen in Beriihrung kommenden Bauteile aus einem der 

Zellhaftiong entgegenstehenden, biologisch abstoSenden 
Material bestehen. 



18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
25 daS die Einsatzstiicke (10, 11) aus Teflon bestehen 

und der Hohlzylinder (9) aus Piacryl gebildet ist. 



30 



19. 



Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Ringleitung (1) aus flexiblem Material, bei- 
spielsweise Silikon, besteht. 
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